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Peptides of IL1 beta and TNF alpha and method of treatment using 

same 

La presente invention concerne de nouveaux peptides derives des 
cytokines proinflammatoires linterleukine 1 beta (IL1b) et Tumor Necrosis Factor 
alpha (TNFa) et leur application en therapeutique humaine ou veterinaire. Les 
maladies ciblees par ces applications therapeutiques peuvent etre notamment la 
polyarthrite rhumatoide, le choc septique, la diabete auto-immun, le rejet du greffon 
contre I'hote, mais aussi les maladies inflammatoires aigiies ou chroniques, et plus 
generalement, les maladies liees a des surproductions des cytokines IL1b ou TNFa. 

L'immunisation active anti-cytokine est une strategie d'immunotherapie 
active developpee depuis 1990 par Zagury et al. qui repose notamment sur la 
demande de brevet WO 92/22577. Cette idee a ete reprise par plusieurs equipes 
scientifiques qui ont publie dans des revues scientifiques internationales des 
immunisations actives contre la proteine entiere d'IFNa multimerisee par traitement 
au glutaraldehyde (Gringeri et al, JAIDS 1999;20:358-70), une proteine TNFa 
chimerique consistant au couplage de la proteine native du TNFa avec un epitope T 
de I'ovalbumine (Dalum et al, Nature Biotechnology, 1999;17:666-69), contre de NL9 
entiere couplee avec du KLH (Richard et al, PNAS, 2000;97:767-72) ou encore de 
NL5 entiere chimerique avec un epitope T de toxine tetanique (Hertz et al, J. 
Immunol, 2001;167:3792-99). 

Ces approches ont confirme la faisabilite d'immunisations autologues 
anti-cytokines, mais ces quelques succes cachent les essais infructueux decrits par 
certains auteurs : certaines cytokines ne permettent pas d'obtenir d'anticorps 
suffisamment protecteurs et d'effet clinique, et la meme cytokine preparee sous une 
forme efficace d'une facon ne le sera pas sous une autre (Richard et al, PNAS, 
2000;97:767-72). 

En essayant d'expliquer ce phenomene, la demanderesse a observe 
que jusqu'a present tous les auteurs ont utilise des cytokines entieres 
(eventuellement legerement modifiees), ce qui entrame des difficultes notamment 
aux niveaux suivants : 

- dilution du pouvoir immunogene des determinants antigeniques d'interet 
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- genese possible d'anticorps facilitants in vivo (reponse B). 

- genese possible de reaction autoimmune contre des epitopes T potentiels 
presents dans la cytokine entiere (reaction autoimmune T). 

C'est pourquoi la demanderesse a precedemment revendique des 
families de peptides de taille limitee entre 5 et 40 acides amines issus de cytokines 
et qui presentent un pouvoir antigenique permettant de generer des anticorps contre 
la cytokine native (demande de brevet PCT/FR03/01 120). EP-A-0218531 a aussi 
decrit des peptides d'IL1 utilises pour la preparation d'anticorps. 

La demanderesse a evalue certains peptides des cytokines IL1b et 
TNFa de taille compris entre 10 et 30 residus et a demontre que ces peptides 
n'etaient pas seulement antigeniques, mais qu'ils etaient aussi efficaces comme 
immunogenes pour proteger in vivo contre des maladies liees aux surproductions de 
ces cytokines. La presente demande revendique done des peptides de taille 
comprise entre 5 et 30 acides amines, provenant des cytokines IL1b et TNFa 
murines, humaines ou de toute autre espece de mammifere, et leur utilisation chez 
I'homme ou I'animal (dans ce cas application veterinaire) pour prevenir ou traiter les 
maladies liees aux surproductions de ces cytokines. La presente demande 
revendique aussi la fabrication d'anticorps monoclonaux ou oligoclonaux a partir de 
ces peptides et I'utilisation de ces anticorps pour administration therapeutique ou 
preventive chez I'homme, ou I'animal (application veterinaire). 

Les peptides de cytokine selon I'invention proviennent ou derivent des 
cytokines IL1b et TNFa. Par "proviennent" Ton entend que leur sequence d'acides 
amines est identique a celle de la cytokine. Par "derivent" Ton entend que leur 
sequence d'acides amines est majoritairement identique a celle de la cytokine mais 
peut comporter quelques differences comme on le verra ci-apres. 

Les peptides de cytokine ci-dessus comportent avantageusement plus 
de 5, notamment plus de 7, particulierement plus de 9 et tout particulierement plus 
de 1 1 acides amines. 

Dans d'autres conditions preferentielles de mise en ceuvre de I'invention, 
les peptides de cytokine ci-dessus comportent moins de 30, avantageusement 
moins de 25, notamment moins de 20, plus particulierment moins de 18 acides 
amines. 
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La demanderesse a demontre que la zone peptidique : 

80 VSRFAISYQEKVNLLS 95 de la cytokine murine TNFa pemet 
d'engendrer des anticorps par immunisation active capables de bloquer le choc 
septique TNFa-dependant chez la souris (Experience 1). La sequence 
correspondante de la cytokine humaine est homologue a 75% : 

80 ISRIAVSYQTKVNLLS 95 

La demanderesse a aussi demontre que la zone peptidique : 

121 YISTSQAEHKPVFLG 135 de la cytokine murine IL1b permet 
d'engendrer des anticorps par immunisation active capables de bloquer I'arthrite 
induite au collagene chez la souris (Experience 2). La sequence correspondante 
chez I'homme est homologue a 80% : 

121 YISTSQAENMPVFLG 135 

Loetascher et al. (J Biol Chem, 1993, 268:26350-357) ont montre par des 
experiences de mutagenese dirigee que la region 143-147 de TNFa pouvait etre 
importante dans I'interaction avec le recepteur p55 de TNFa, et la presente invention 
revendique aussi I'immunisation contre des epitopes B de cette region au moyen de 
peptides presentant une homologie significative qu'ils soient xenogeniques ou 
mutants par rapport a la sequence de la cytokine humaine ou animate. La sequence 
correspondant a cette zone chez I'homme est : 

140 DYLDFAESGQVY 150 
et chez la souris : 

140 KYLDFAESGQVY 150 

Evans et al. (J Biol Chem, 1995, 270:11477-83) ont eux aussi explique par 
des experiences de mutagenese dirigee que d'autres regions de l'IL1b pouvaient 
etre importantes dans I'interaction avec le recepteur, et la presente invention 
revendique aussi I'immunisation contre des epitopes B de ces regions au moyen de 
peptides presentant une homologie significative qu'ils soient xenogeniques ou 
mutants par rapport a la sequence de la cytokine humaine ou animale ciblee. Les 
sequences correspondant a ces zones chez I'homme sont : 
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3 VKSLNCTLRDSQQKSL 1 8 

45 SFVQGEESNDKIP 57 

89 NYPKKKMEKRFVFNKIEI 106 

143 ITDFTMQFVSS 153 
et chez la souris : 

3 IRQLHYRLRDEQQKSL 18 

45 SFVQGEPSNDKIP 57 

89 QYPKKKMEKRFVFNKIEV 106 

142 IIDFTMESVSS 152 

Des anticorps autologues ont pu etre crees contre ces derniers 
peptides de souris par immunisation active. 

Les experiences 1 et 2 ci-apres, realisees par la demanderesse, demontrent la 
capacite therapeutique in vivo de I'approche d'immunisation active anti-peptides 
avec des peptides de taille inferieure a 30 residus. La demanderesse revendique ces 
peptides et leurs derives pour realiser aussi des immunisations actives permettant 
de generer des anticorps ciblant ces epitopes des cytokines TNFa et IL1b pour 
bloquer I'interaction de la cytokine a son recepteur. 

Comme le sait I'homme de I'art de I'immunologie, des modifications des 
enchaTnements peptidiques naturels sont possibles sans pour autant modifier la 
nature des proprietes immunologiques des peptides immunogenes. On peut done 
citer egalement les derives de ces peptides de cytokine qui sont fortement 
homologues a ces sequences naturelles, par exemple ayant plus de 50% 
d'homologie, en particulier plus de 70% d'homologie, et de preference plus de 80% 
d'homologie ou meme plus de 90% d'homologie avec le peptide correspondant ou 
avec un fragment de ce peptide, tout en conservant les proprietes immunologiques 
du site epitopique du peptide natif. En particulier on pourra utiliser des sequences 
homologues de cytokines d'autres mammiferes pour obtenir une reaction protectrice 
xenogenique et non pas seulement autologue chez un animal ou chez I'homme. 

Les derives des peptides de cytokine peuvent contenir des residus 
modifies, a condition que les modifications n'abaissent pas sensiblement 
I'immunogenicite, soit par addition de radicaux chimiques (methyle, acetyle etc..) 
soit par modification stereochimique (utilisation d'acides amines de serie D). Les 
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derives peptidiques de cytokine doivent, comme les peptides de cytokine induire des 
anticorps interagissant avec la cytokine. 

Les derives peptidiques de cytokine selon I'invention peuvent comporter 
une ou plusieurs modifications dans les acides amines dont ils sont constitues telles 
que des deletions, substitutions, additions, ou fonctionnalisations (telles qu'acylation) 
d'un ou plusieurs acides amines, dans la mesure ou ces modifications restent dans 
le cadre precise ci-dessus (caracteres immunologiques). Par exemple, en general le 
remplacement d'un residu leucine par un residu isoleucine ne modifie pas de telles 
proprietes ; les modifications doivent generalement concerner moins de 40% 
d'acides amines, notamment moins de 30% de preference moins de 20% et tout 
particulierement moins de 10% des acides amines du peptide naturel. II est 
important que les anticorps induits par les peptides modifies soient actifs vis a vis de 
la cytokine native. 

Ces modifications sont a la portee de I'homme de I'art qui peut verifier 
I'incidence des modifications par des tests simples. L'immunogenicite de tels derives 
modifies peut etre evaluee par ELISA apres immunisation de souris, I'antigene teste 
par ELISA etant la cytokine entiere ou le peptide de cytokine immunisant, ou par des 
tests de blocage de la liaison cytokine-recepteur. Les eventuelles modifications 
affectent de preference moins de 8 acides amines, avantageusement moins de 6 
acides amines, notamment moins de 4 acides amines, et particulierement 3 acides 
amines ou moins comme 2 ou 1 seul acide amine. 

L'invention a encore pour objet un compose caracterise en ce qu'il renferme au moins 
un peptide de cytokine ou derive de peptide de cytokine ci-dessus. Un tel compose 
peut comprendre des repetitions de peptides/derives identiques, ou des 
combinaisons de peptides/derives differents, que ce soit sous forme lineaire ou sous 
forme de structure en candelabre ou de couplages mixtes a des proteines porteuses. 
Un tel compose peut egalement se presenter sous forme cyclisee. Ainsi des 
peptides de cytokine ou les derives peptidiques de cytokine selon l'invention peuvent 
par exemple etre inseres dans des sequences plus longues d'acides amines 
donnant notamment une meilleure conformation ou combines a des epitopes T 
exogenes (que ce soit pour des immunisations proteiques ou par ADN). 
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lis peuvent avantageusement etre associes de maniere covalente a 
des proteines porteuses comme par exemple le KLH. 

Les peptides de cytokine selon I'invention, de par leur taille limitee, 
correspondent en general a un petit nombre d'epitopes de la cytokine. Lorsqu'ils sont 
notamment inseres, combines ou associes, les composes ci-dessus ne comportent 
pas d'autres epitopes de ladite cytokine. 

Ces peptides de cytokine ou derives de cytokine pourront etre inclus 
dans toute sequence de proteine qui ne comprendra pas d'homologie avec les 
autres epitopes de la cytokine naturelle. Par exemple, on pourra ajouter aux 
extremites une cysteine pour conferer au peptide une structure cyclique. Un autre 
exemple est un peptide entoure de sequences d'epitopes T de la toxine tetanique. 
Encore un autre exemple pourra comprendre un peptide correspondant a la 
sequence du site de liaison au recepteur mais ou certains acides amines sont 
remplaces par leurs isomeres de serie D afin d'eviter leur effet agoniste. En effet, il 
pourra etre eventuellement avantageux d'utiliser des derives peptidiques qui n'ont 
pas d'activite agoniste sur le recepteur afin que I'immunogene ne puisse pas 
interferer avec la reponse immunitaire. 

De fagon a augmenter la reponse immunitaire, ces peptides de 
cytokine ou derives de cytokine pourront etre couples a des proteines porteuses. Les 
methodes de couplages et la proteine porteuse considerees pourront etre differentes 
selon le peptide cible : il pourra s'agir par exemple de la proteine Keyhole Limpet 
Hemocyanin (KLH) et Tetanus Toxoid (TT) conjugues aux peptides par des 
methodes chimiques bien connues de I'homme de Tart comme celles de couplage 
par le carbodiimide, ou par le glutaraldehyde ou par la benzidine bis-diazotee. La 
realisation de ces couplages pourra etre facilitee par I'additibn ou I'incorporation 
d'acides amines a la sequence comme par exemple des lysines, des histidines, des 
tyrosines ou des cysteines. De tels composes peptidiques couples a un epitope T 
exogene (provenant de Plasmodium falciparum, de KLH, etc..) que ce soit de 
maniere chimique ou de maniere genetique entrent aussi dans le cadre de 
I'invention. 
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Des couplages en reseau de type en candelabre ou a des molecules telles que la 
transferrine ou la ferritine peuvent etre aussi mis en ceuvre pour stimuler 
efficacement la reponse immunitaire. 

Les peptides selon I'invention peuvent etre notamment produits par 
synthese chimique ou par genie genetique ou par tout autre methode adaptee. La 
synthese de peptides cycliques, au besoin en greffant un ou plusieurs acides amines 
en bout de chame comme des cysteines pour creer un pont disulfure permet de 
retrouver une partie de la structure secondaire que ces fragments peptidiques 
possedent dans la structure tridimensionnelle de la proteine. 

Les peptides selon I'invention possedent de tres interessantes proprietes 
pharmacologiques. lis sont doues notamment de remarquables proprietes anti- 
cytokines. Ces proprietes sont illustrees ci-apres dans la partie experimentale. Elles 
justifient I'utilisation des peptides ci-dessus decrits a titre de medicament. 

C'est pourquoi I'invention a encore pour objet des medicaments 
caracterises en ce qu'ils sont constitues des peptides ou derives des cytokines IL1b 
ou TNFa ou composes tels que definis ci-dessus, c'est a dire des peptides de 
cytokine ou derives de cytokine ou composes immunogenes tels que definis ci- 
dessus pour leur utilisation dans une methode de traitement therapeutique du corps 
humain ou animal, ainsi que I'utilisation d'un tel peptide de cytokine ou derive de 
cytokine ou compose immunogene pour la preparation d'un medicament curatif ou 
preventif destine au traitement ou a la prevention des affections liees a un exces ou 
a la presence de cytokines. 

Les medicaments selon la presente invention trouvent leur emploi par 
exemple dans le traitement tant curatif que preventif des maladies liees aux 
dereglements de cytokines, que ce soit la polyarthrite rhumatoTde, le choc septique 
ou toute autre maladie ou le blocage de IL1b ou de TNFa est curatif. Ce ne sont la 
que quelques exemples, et I'invention a aussi pour objet tout traitement du corps 
humain ou animal, base sur une immunisation active (ADN ou peptide) impliquant 
les sequences peptidiques mentionnees ci-dessus a I'exclusion des autres epitopes 
des cytokines. Ces sequences pourront etre modifiees comme indique dans la 
presente description, et les immunisations par ADN se feront par simple traduction a 
partirdu code genetique. 
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La reponse immunitaire humorale pourra etre evaluee par des tests 

ELISA. 

Les principes actifs immunogenes selon I'invention peuvent etre utilises comme suit : 

On administre a un patient ou a un animal un peptide de cytokine ou 
derive de cytokine ou compose immunogene selon la presente invention, par 
exemple par voie sous-cutanee ou intramusculaire, en quantite suffisante pour etre 
efficace sur le plan therapeutique, a un sujet ayant besoin d'un tel traitement. La 
dose administree peut aller par exemple de 1 a 1000 ug, notamment 10 a 500 ug 
par voie sous-cutanee, une fois par mois pendant trois mois, puis periodiquement en 
fonction du taux des anticorps seriques induits, par exemple tous les 2-6 mois. On 
pourra administrer dans une meme preparation deux molecules immunogenes des 
deux cytokines si Ton souhaite obtenir un effet bloquant encore plus fort. 

L'invention a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques 
notamment les vaccins qui renferment au moins un peptide de cytokine ou derive de 
cytokine ou compose immunogene precite, a titre de principe actif. 

A titre de medicaments, un peptide de cytokine ou derive de cytokine ou 
compose immunogene de l'invention peut etre incorpore dans des compositions 
pharmaceutiques destinees a n'importe quelle voie conventionnelle en usage dans le 
domaine des vaccins, en particulier par voie sous-cutanee, par voie intramusculaire, 
par voie intraveineuse ou par voie orale. L'administration peut avoir lieu en dose 
unique ou repetee une ou plusieurs fois apres un certain intervalle de temps. 

C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet une 
composition pharmaceutique, curative ou preventive, caracterisee en ce qu'elle 
comprend a titre de principe actif, un ou plusieurs peptides de cytokine ou derives de 
cytokine ou composes immunogenes, tel que definis ci-dessus. 

L'agent immunogene peut etre conditionne seul ou melange a un 
excipient ou melange d'excipients pharmaceutiquement acceptables tel qu'un 
adjuvant. La presente demande a plus particulierement pour objet un vaccin 
contenant a titre d'immunogene, un peptide de cytokine ou derive de cytokine ou 
compose immunogene ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet un precede de preparation 
d'une composition ci-dessus decrite, caracterise en ce que Ton melange, selon des 
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methodes connues en elles memes, le ou les principes actifs avec des excipients 
acceptables, notamment pharmaceutiquement acceptables. 

L'administration a un patient d'un un peptide ou derive de cytokine ou 
compose immunogene selon I'invention correspond a une immunotherapie active. 

II peut etre interessant egalement de proceder a une immunotherapie 
passive, c'est a dire de fournir a un patient ou a un animal malade directement des 
anticorps dont il a besoin. Pour cela, les peptides, derives et composes definis 
precedemment pourront etre utilises pour fabriquer des anticorps monoclonaux 
selon les techniques usuelles, humains, murins ou humanises, par exemple par 
transformation de lymphocytes B de sujet immunise par le virus d'Epstein-Barr ou 
par le criblage de banques d'anticorps. Ces anticorps en ciblant les epitopes des 
peptides ci-dessus bloqueront I'interaction de la cytokine avec son recepteur et 
permettront ainsi de diminuer I'effet pathogene de la cytokine dans la maladie. On 
pourra aussi preparer des anticorps oligoclonaux par immunisation acive chez un 
animal comme le cheval par exemple, les purifier, et les administrer a titre 
therapeutique a I'homme ou a un animal. 

Les preparations vaccinales pourront etre conditionnees pour la voie 
intra nasale sous forme de gel avec comme excipient le carbopol, de gouttes 
nasales ou de spray et pour la voie orale sous forme de capsules gastroresistantes, 
de dragees ou de granules gastroresistants. 

Dans le cas de vaccin ADN administre par voie systemique ou mucosale, la 
presentation galenique du plasmide pourra etre une suspension dans un liquide 
physiologique tel le PBS physiologiques (tampon phosphate = PBS). Les plasmides 
pourront etre inclus dans des microspheres de polymeres biodegradable (PLG, PLA, 
PCL) et administrees dans des capsules gastroresistantes pour ingestion (voie 
orale). L'ADN pourra egalement etre exprime dans un vecteur vivant bacterien, type 
salmonelle ou viral type adenovirus ou poxvirus. 

La presente demande a enfin pour objet un procede d'immunisation 
active de patients caracterise en ce que Ton utilise a titre d'immunogene un peptide 
de cytokine ou derive de cytokine ou compose immunogene tel que defini ci-dessus 
avantageusement associe a un adjuvant d'immunite mineral, huileux ou de 
synthese. 
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Les immunisations pourront se faire classiquement notamment par des 
peptides ou des composes immunogenes comme des conjugues de preference en 
presence d'un adjuvant, par exemple I'lSA 51 ou I'Alun. Les immunisations pourront 
se faire a base d'ADN (sequences homologues aux sites de liaison combinees avec 
des epitopes T exogenes) en utilisant de I'ADN nu ou un vecteur d'expression 
contenant un promoteur adapte comme par exemple le pCR3.1. Les ADN 
administres pourront etre proteges des nucleases par I'utilisation de radicaux 
adequats (CpG etc..)- On pourra notamment faire suivre une immunisation initiale 
par ADN par des rappels classiques a I'aide des composes peptidiques. 

Les methodes de traitement du corps humain ou animal decrites dans 
ce brevet peuvent inclure un peptide de cytokine ou derive de cytokine ou compose 
immunogene tel que defini ci-dessus, et peuvent inclure les anticorps monoclonaux ou 
oligoclonaux tels que definis ci-dessus. 

Les conditions preferentielles de mise en ceuvre des peptides ci-dessus 
decrits s'appliquent egalement aux autres objets de I'invention vises ci-dessus. 

La figure 1 et la figure 2 donnent les resultats de protection in vivo des 
immunisations decrites dans les experiences 1 et 2 pour un peptide TNFa dans le choc 
septique TNF-adpeendant et un peptide IL1b dans I'arthrite au collagene. 

Les experiences qui suivent illustrent la presente invention. 

Experience 1 : 

4 peptides de TNFa murin couples a la proteine porteurse KLH, dont le peptide 
cyclise CVSRFAISYQEKVNLLSC appele TNFcr-6, ont ete testes dans un modele de 
choc endotoxinique. Pour cela, les souris Balb/c ont ete preimmunisees contre ces 
peptides a JO, J8, J16, et J40. Au jour 50, les souris ont ete soumies au choc, c'est a 
dire qu'on leur a injecte du LPS avec du Galactosamine. Le controle etait fait de 
souris immunisees contre du KLH seul. 
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Le resultat est represents sur la figure ci-apres : 




------- KLH/NaCI 0.9%— — TNF-2 * — TNF-4 — H — TNF-6— -x- - TNF-8 

Figure 1 : survie des souris soumises a un choc septique 

On constate que toutes les souris meurent apres deux jours, sauf pour 
le groupe immunise contre le peptide TNFa-6 ou les souris sont protegees. La 
protection conferee par I'immunisation est tres significative (p=0,008). 

Experience 2 : 

3 peptides de I'lLlyff murine couples a la proteine KLH, dont le peptide IL1£-6 cyclise 
de sequence YCYISTSQAEHKPVFLGC, ont ete testes dans un modele d'arthrite au 
collagene. Pour cela, des souris DBA1 ont ete preimmunisees contre ces peptides a 
JO, 20, 40, 60. Au jour 80 les souris ont ete immunisees contre du collagene en 
adjuvant de Freund, et de meme au jour 95. Le developpement de I'arthrite a ete 
suivie entre le jour 100 et le jour 160 : deux fois par semaine, les souris sont 
examinees et un score leur est attribue en fonction de I'etat d'inflammation de leurs 
articulations (0=pas d'inflammation, 1 = inflammation legere, 2=inflammation 



moyenne, 3=inflammation forte). Le resultat est represents sur la figure 2 ci-apres : 




0 • " 1 1 1 1 1 1— 

26 30 34 38 42 46 50 54 

Days post-induction 

KLH-±- IL1 B-2-X- IL1 B-4-f- IL1 B-6 



Figure 2 : Scores cliniques moyens des groupes de souris. 
On constate que les souris controle immunisees par KLH seul font une forte 
inflammation (courbe a carres) alors que le groupe de souris immunisees contre le 
peptides IL1/?-6 (courbe a losanges) presente un fort taux de protection par rapport 
au controle (p=0,0003, test ANOVA). 

Experience 3. 

On immunise 6 groupes de 4 souris contre 20 ug des peptides de l'IL1b murine 
IRQLHYRLRDEQQKSL (groupe 1), SFVQGEPSNDKIP (groupe 2), 
QYPKKKMEKRFVFNKIEV (groupe 3), IIDFTMESVSS (groupe 4), et 20 ug du 
peptide TNFa murin KYLDFAESGQVY (groupe 5) tous couples au KLH. Le groupe 
6 correspond a des souris immunisees par KLH seul. Un rappel est realise a J20 et 
J40. A J50 les souris sont sacrifices et on mesure les anticorps diriges contre la 
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cytokine native mTNFa et la cytokine native mlL1b dans les serums par un test 
ELISA. 

Les moyennes obtenues pour chaque groupe sont indiquees dans le 
tableau ci-apres. 



Groupe 1 
Groupe 2 
Groupe 3 
Groupe 4 
Groupe 5 
Groupe 6 



Reponse anti-TNFa 
Moyenne 
0,13 
0,15 
0,18 
0,12 
1.3 
0,10 



Reponse anti-IL1b 
Moyenne 
1.5 
1.9 
1.6 
0,8 
0,31 
0,15 



On voit done que ces peptides sont bien capables d'induire des 
anticorps reconnaissant la cytokine native. Ces anticorps sont bien specifiques vu 
qu'ils reconnaissent seulement la cytokine dont la sequence a ete utilisee pour 
('immunisation. 



REVENDICATIONS 



1. Un peptide provenant des cytokines de mammifere IL1b ou TNFa, 
homologue a un peptide suivant des cytokines humaines IL1 b ou TNFa : 

80 ISRIAVSYQTKVNLLS 95 

140 DYLDFAESGQVY 150 
3 VKSLNCTLRDSQQKSL 18 
45 SFVQGEESNDKIP 57 
89 NYPKKKMEKRFVFNKIEI 106 
121 YISTSQAENMPVFLG 135 

143 ITDFTMQFVSS 153 

2. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine TNFa est ISRIAVSYQTKVNLLS 
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3. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine TNFa est DYLDFAESGQVY 

4. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine IL1 b est VKSLNCTLRDSQQKSL 

5. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine IL1b est SFVQGEESNDKIP 

6. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine IL1b est NYPKKKMEKRFVFNKIEI 

7. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine IL1 b est YISTSQAENMPVFLG 

8. Un peptide selon la revendication 1 sachant que la sequence de 
cytokine humaine IL1b est ITDFTMQFVSS 

10. Un derive des peptides selon la revendication 1 a 9. 

11. Un peptide selon I'une des revendications 1 a 10 caracterise en ce 
qu'il comporte moins de 30 acides amines. 

12. Un derive d'un peptide tel que defini a I'une des revendications 1 a 1 1 
par deletion, substitution, addition, cyclisation, modification stereochimique 
(utilisation d'acides amines de serie D) ou fonctionnalisation (telle qu'acylation) d'un 
ou plusieurs acides amines dudit peptide. 

13. Un compose immunogene caracterise en ce qu'il comprend un 
peptide ou derive d'un peptide tel que defini a I'une des revendications 1 a 12, etant 
entendu qu'il ne comporte pas d'autres epitopes de ladite cytokine et en ce qu'il est 
capable de generer chez un sujet des anticorps reconnaissant la cytokine native. 

14. Un peptide ou derive d'un peptide ou compose immunogene tel que 
defini a I'une des revendications 1 a 13 pour son utilisation dans une methode de 
traitement preventif ou therapeutique du corps humain. 

15. Un peptide ou derive d'un peptide ou compose immunogene tel que 
defini a I'une des revendications 1 a 13 pour son utilisation dans une methode de 
traitement preventif ou therapeutique du corps animal (veterinaire). 

16. Utilisation d'un peptide ou derive d'un peptide ou compose 
immunogene tel que defini a I'une des revendications 1 a 15 pour la preparation d'un 
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medicament curatif ou preventif destine au traitement ou a la prevention des 
affections liees a un exces ou a la presence de cytokines. 

17. Une composition pharmaceutique qui renferme au moins un peptide 
ou derive d'un peptide ou compose immunogene tel que defini a I'une des 
revendications 1 a 15 a titre de principe actif. 

18. Fabrication d'anticorps monoclonaux ou oligoclonaux a partir des 
peptides definis dans les revendications 1 a 15. 

19. Utilisation des anticorps tels que definis en revendication 18 pour le 
traitement preventif ou therapeutique du corps humain ou animal. 

20. Une methode de traitement ou prevention des maladies associees a 
la surproduction pathogenes d'IL1b et de TNFa qui comprend I'administration d'un 
peptide ou derive d'un peptide ou compose immunogene tel que defini a I'une des 
revendications 1 a 15. 

21. Une methode de traitement des maladies associees a la 
surproduction pathogenes d'IL1b et de TNFa qui comprend I'administration d'anticorps 
tels que definis en revendiction 18. 
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